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日 细 肥 介 素 -22 促 进 类 风湿 关节 炎 成 纤维 化 膜 细胞 的 增殖 
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摘要 :目的 通过 白细胞 介 素 -22(IL-22) 干 预 类 风湿 关节 炎 (RA) 


成 纤维 请 膜 细 胞 (FLS) 以 期 明确 IL-22 促 进 其 增殖 的 机 制 。 


方法 无 菌 条 件 下 获取 的 RA 滑 腊 组织 ,应 用 组 织 块 分 离 法 培养 RA-FLS, 含 10% FBS 的 DMEM 培 养 基 进 行 细 胞 传代 培养 ,并 对 
第 4~5 代 FLS 应 用 vimentin/CD68 进 行 免疫 组 化 法 鉴定 ;不 同 浓度 的 开 -22 干 预 FLS 培 养 24.48、72 h 后 ,MTT 法 检测 细胞 增殖 
FERE ; IK IL-22 和 /或 AG490 干 预 FLS ,于 冰 面 上 用 含 蛋 白 酶 抑制 剂 的 细胞 裂解 液 获取 细胞 总 蛋白 ,再 经 超声 ,离心 提取 蛋白 
定量 后 , Western blot 法 检测 STAT3 .ERK1/2.P38 和 蛋白 及 其 磷酸 化 和 蛋白 的 表达 ,统计 分 析 采 用 SPSS20.0 软 件 进行 ,P<0.05 为 差 
异 有 统计 学 意义 。 结 果 AIRE IL-22 FI FLS 的 增殖 均 较 对 照 组 旦 梯度 增高 变化 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05)。 随 着 IL- 


Ly 


2P 


F 预 时 间 的 延长 ,STAT3 总 蛋白 表达 相对 灰 度 值 的 整体 水 平 差异 无 统计 学 意义 (P=0.68) ,但 是 其 磷酸 化 蛋白 表达 相对 灰 度 值 


整体 水 平 差 异 具 有 统计 学 意义 (P<0.001) , 且 在 干预 的 不 同时 间 点 STAT3 磷酸 化 蛋白 相对 表达 量 较 基 线 0h 时 均 显著 升 高 , 且 
差异 具有 统计 学 意义 (P<0.001)。 下 -22 王 预后 的 ERK1/2 和 了 P38 总 蛋白 及 其 磷酸 化 蛋白 表达 相对 灰 度 值 差 异 均 无 统计 学 意 


义 (P>0.05)。 联 合 50 ng/mL IL-22 和 100 pmol/L AG490 FH FLS 


不 同时 间 后 ,细胞 的 增殖 程度 较 单 用 开 -22 干 预 均 显 著 降 低 


(P<0.01)。 结 论 IL-22 以 浓度 依赖 方式 促进 RA 成 纤维 化 膜 细胞 STAT3 和 蛋白 磷酸 化 所 介 导 的 细胞 增殖 ,而 非 ERK1/2 和 P38 蛋 


白 所 介 导 的 信号 通路 。 
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Interleukin-22 promotes proliferation of fibroblast-like synoviocytes from patients with 
rheumatoid arthritis by inducing STAT3 phosphorylation 


ZHU Jungqing’, WANG Ran’, CHEN Shixian’, ZHAO Di, LI Juan’ 


‘Nanfang Hospital, “College of Traditional Chinese Medicine, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China 


Abstract: Objective To clarify the mechanism by which interleukin-22 (IL-22) promotes the proliferation of fibroblast-like 
synoviocytes (FLS) from patients with rheumatoid arthritis (RA). Methods FLS were isolated from the synovial tissues of 
patients with RA and identified by immunohistochemistry for vimentin/CD68. The cells were subcultured and incubated with 
different concentrations of IL-22 for 24, 48, or 72 h, and their proliferation was examined using MTT assay. After treatment of 
the cells with IL-22 and AG490, alone or in combination, the expressions of the total and phosphorylated proteins of STAT3, 
ERK1/2 and P38 were detected with Western blotting. Results IL-22 significantly increased the proliferation of FLS in a 
dose-dependent manner (P<0.05). The total protein of STATS in the cells showed no significant changes with extended time of 
IL-22 treatment (P=0.68), but the expression of phosphorylated STATS protein increased significantly (P<0.001). The total and 
phosphorylated proteins of ERK1/2 and P38 underwent no significant changes after IL-22 treatment (P>0.05). A combined 
treatment with 50 ng/mL IL-22 and 100 umol/L AG490 resulted in a significant decrease in the proliferation of FLS as 
compared with IL-22 treatment alone (P<0.01). Conclusion IL-22 can dose-dependently promote the proliferation of FLS from 
patients with RA by inducing phosphorylation of STATS protein but not through ERK1/2 or P38 signal pathway. 

Keywords: rheumatoid arthritis; fibroblast-like synoviocytes; interleukin-22; signaling pathway 
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ASE R (RA) ERE RE, ASCHER A 
身 免 疫 疾病 ", 其 主要 发 病 特 点 为 持续 进展 性 的 外 周 对 
称 性 小 关节 滑 膜 炎症 形成 ,并 导致 关节 骨 和 软骨 破坏 ， 
进而 出 现 受累 关节 的 畸形 和 功能 障碍 ”。 目 前 RA 的 确 
切 发 病 机 制 尚 不 清楚 , 绝 大 多 数 观点 认为 其 发 病 主要 是 
由 细胞 因子 .生长 与 分 化 因子 等 免疫 重 白 和 分 子 通过 胞 
内 外 信号 转 导 在 树 突 状 细胞 .TB 淋巴 细胞 .成 纤维 滑 
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膜 细胞 (FLS) 成 骨 / 破 骨 细 胞 等 免疫 细胞 间 形 成 复杂 的 
调节 网 络 而 参与 RA 的 发 生 与 发 展 *。 

白细胞 介 素 -22(IL-22) 作 为 蕊 -10 细 胞 因子 家 族 成 
员 ,主要 有 活化 辅助 性 T 淋 巴 细胞 RAS 
生 , 并 通过 对 靶 细 胞 的 作用 发 挥 致 病 机 制 5。 既 往 在 胶 
原 诱导 关节 炎 小 鼠 模型 研究 显示 :与 野生 小 鼠 相 比 , 工 - 
22 缺 陷 小 鼠 对 胶原 诱导 关节 炎 易 感性 显著 下 降 "。 在 
RA 患者 中 人 研究 发 现 IL-22 受 体 1 在 RA 滑 膜 组 织 衬里 层 
和 衬里 下 层 的 vimentin(+)FLS 中 高 表达 ,提示 IL-22 
可 能 参与 了 RA 滑 膜 病变 的 发 展 过 程 。 同 时 ,我 们 的 既 
往 研究 亦 发 现 自然 杀伤 细胞 NKp44 细 胞 亚 群 能 够 表达 
IL-22 和 肿瘤 坏死 因子 a(TNFa) , 且 其 细胞 上 清 液 能 在 
一 定 程度 上 促进 FLS 增 殖 *9, 但 IL-22 参 与 RA-FLS 增 
殖 活化 的 机 制 尚 未 完全 清楚 。 为 此 ,本 研究 通过 工 -22 
干预 RA 离 体 FLS 并 检测 细胞 的 增殖 程度 及 相关 信号 
通路 蛋白 表达 ,以 期 明确 IL-22 促 进 FLS 增 殖 的 机 制 。 


1 资料 和 方法 
1.1 研究 对 象 

2012 年 2 月 ~2013 年 12 月 期 间 , 南 方 医科 大 学 附属 
南方 医院 中 医 风湿 科 和 关节 骨 病 外 科 行 腔 镜 术 或 关节 
置换 术 的 RA 膝 关 节 滑 膜 组 织 3 例 ,患者 均 满足 美国 风 
混 病 学 会 1987 年 修订 的 RA 分 类 标准 "或 美国 风湿 病 
学 会 /欧洲 抗 风湿 病 联盟 2010 年 RA 新 分 类 标准 "。 该 
研究 遵循 赫尔辛基 宣言 原则 ,所 有 涉及 人 体 样 本 的 获得 


1.3 FLS 分 离 培养 和 鉴定 "> 

组 织 块 法 分 离 培 养 RA-FLS: 无 菌 条 件 下 获取 滑 膜 
组 织 块 ,PBS 洗 涤 后 加 入 含 20% FBS+100 U/mL FE 
素 +100 mg/mL 链 霉 素 的 DMEM 1 mL ,将 组 织 块 用 手 
术 前 前 成 1 mmxl mmx1 mm 大 小 , 铺 至 细胞 培养 瓶 底 
部 ,倒置 于 37 % .5% CO:; 细 胞 培养 箱 中 培养 2 h 后 ,加 
入 上 述 培养 基 3 mL 覆盖 组 织 块 ,并 正 置 细胞 培养 瓶 继 
续 培养 ,2~3 d EM 1 次 培养 基 , 当 大 量 FLS 扑 出 后 ,去 
除 巾 附 的 组 织 块 继续 培养 , 镜 下 FLS Mes ASHE IR 
80% 时 进行 细胞 传代 培养 。 

应 用 免疫 组 化 法 对 第 4~5 代 FLS 进 行 鉴定 :将 FLS 
用 含 10% FBS 的 DMEM 培养 基 ( 或 含 干预 药物 的 培 
养 基 ) 重 悬 .计数 .调整 细胞 浓度 至 2x107ymL ,接种 0.5 
mL/ 孔 于 48 孔 板 ,细胞 培养 箱 培养 24.48.72 h 后 4% 多 
聚 甲 醛 1 mL 室温 固定 20 min, 按 照 免 疫 组 化 试剂 盒 步 
又 进行 一 抗 、 二 抗 县 育 及 终止 ,室温 细胞 核 复 染 并 封 片 
后 , 严 光 倒置 显微镜 下 观察 并 拍照 记录 。 

1.4 细胞 体外 干预 分 组 

IL-22 干 预 FLS 增 殖 分 组 :1 ng/mL IL-22 组 10 ng/mL 
IL-22 组 .50 ng/mL IL-22 组 .100 ng/mL IL-22 组 .正常 
细胞 培养 液 对 照 组 ,分 别 培养 24、48、72 h 后 ,MTT 法 检 
测 细 胞 增殖 程度 。 

了 L-22 干 预 FLS 信 号 通路 分 组 :50 ng/mL IL-22 分 
别 干预 FLS 0、0.25、0.5、1、1.5、2.4h 以 及 8 了 后 ， 
Western blot 检测 STAT3 .ERK1/2、P38 总 蛋白 /磷酸 化 


均 得 到 患者 本 人 的 知情 同意 以 及 南方 医科 大 学 南方 医 
院 医 疗 机 构 伦 理 审 查 委 员 会 批准 (NONFEC- 
20120201)。 
1.2 主要 仪器 和 试剂 

全 自动 酶 标 仪 (BIOTEK) ,Mini-PROTEAN Tetra 
Cell 和 蛋白 电泳 仪 Tram-Blot SD 半 干 电 转 仪 .Gel Doe 
2000 凝 胶 成 像 系统 (Bio- Rad) , BCA 蛋白 试剂 盒 
(Sangon Biotech) , RIPA Lysis Buffer I, ECL Plus kit 
(AmershamPharmacia) , immunoCruz™ mouse LSAB 
染色 试剂 盒 (Santa Cruz) ,重组 人 IL-22(RD), 小 鼠 IgGl 
HEA vimentin .小 鼠 IgG1 抗 人 CD68 小 鼠 IgG1 同型 对 
照 抗 体 a BE - (3,4- #8 HEN- AE A Z Ki HE (AG 490) 
(Santa Cruz) , 抗 信号 传导 及 转录 激活 因子 3(STAT3 ) 小 
鼠 单 抗 . 抗 磷酸 化 STAT3(p-STAT3) 小 鼠 单 抗 . 抗 细胞 
外 信和 号 调节 蛋白 激酶 12(ERK1/2) 免 单 抗 . 抗 磷酸 化 
ERK1/2(p-ERK1/2) 免 单 抗 . 抗 P38 RAHE . 抗 磷酸 化 
P38(p-P38) 免 单 抗 . 抗 GAPDH 免 单 抗 (Cell Signaling), 
Peroxidase AffiniPure 羊 抗 鼠 IgG Peroxidase AffiniPure 
羊 抗 免 IgG(JacksonImmuno) , 胎 牛 血清 (FBS) DMEM 
培养 基 .0.25% 胰 酶 (GIBCO ) , FA SLM EMAIL PUMA MTT) , 
二 甲 基 亚 大 (DMSO) „Triton X-100(Sigma). 


蛋白 以 及 内 人 参 蛋 白 的 表达 。 

AG490 HI] IL-22 促进 FLS 增殖 分 组 :50 ng/mL 
IL-22 4H .50 ng/mL IL-22+100 umol/L AG490 组 、 
100 pmol/L AG490 组 .正常 细胞 培养 液 对 照 组 ,分别 培 
JE24 48,72 h 后 ,MTT 法 检测 细胞 增殖 程度 。 

1.5 FLS 增 殖 MTT 检 测 ” 

取 第 4~5 代 FLS 制备 成 重 悬 细胞 液 ,调整 细胞 浓度 
为 3x10' cellmL ,分 别 接种 100 mL/ 乱 细胞 于 96 孔 板 
( 均 设 置 3 个 复 孔 ) , 置 于 37 C5% CO, 培 养 箱 中 培养 4 h， 
分 别 在 细胞 贴 壁 后 的 第 0、24、48 小 时 加 入 含 不 同 干预 方 
案 的 培养 基 , 并 继续 于 细胞 培养 箱 中 培养 细胞 至 贴 壁 后 的 
第 72 小 时 , 弃 培 养 基 ,每 孔 加 入 含 10% FBS HI DMEM F 
养 基 90 kL 和 PBS 配制 的 5 mg/mL 的 MTT 液 10 4L, 细 
胞 培养 箱 继续 培养 4h 后 每 也 加 入 DMSO 120 pL, (REE 
振荡 溶解 结晶 后 酶 标 仪 测定 吸光 度 Asoo mmo 
1.6 信号 通路 蛋白 Western blot 检 测 " 

取 第 4~$ 代 FLS 制备 成 重 悬 细胞 液 ,调整 细胞 浓度 
为 1x105mL ,分 别 接种 1 mL/ 扎 细胞 于 6 孔 板 ,并 加 入 含 
10% FBS 的 DMEM 培 养 基 2 mL 后 置 于 37 % .5% CO, 
培养 箱 中 培养 24 h, 加 入 含 不 同 干预 方案 的 培养 基 继 续 
培养 至 干预 结束 ,于 冰 面 上 用 含 蛋 白 酶 抑制 剂 的 细胞 裂 
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解 液 (RIPA Lysis Buffer 1) 收 集 细 胞 并 超声 打 断 、 离 心 、 
提取 和 蛋白 层 液 体 ,BCA 和 蛋白 试剂 盒 计算 样品 蛋白 浓度 
( 步 又 见 试 剂 盒 说 明 书 ),100 % 沸 水 预 处 理 蛋白 变性 并 离 
> .冷却 后 ,分 别 将 30 pg 总 量 的 蛋白 样本 加 入 SDS- 
PAGE 胶 上 样 孔 ,电压 100 V 下 浓缩 胶 电 泳 20 min, 电 压 
200 V 下 分 离 胶 电 沪 40 min, PVDF 半 干 转 膜 ,封闭 液 封 
闭 1h,4 CHER Sita, ASE SE AP $i h, 
化 学 发 光 法 (ECL Plus kit) 显 影 曝光 后 , 凝 胶 成 像 系统 
摄 图 并 Gel-Pro analyzer 4.0 比较 分 析 条 带 光 密度 。 
1.7 统计 学 方法 

采用 SPSS20.0 软 件 统计 分 析 , 摘 述 计量 资料 用 均 
数 + 标 准 差 ,Shapiro-Wikk 进 行 正 态 性 检验 ,Levene 进 行 


D, 


1 FLS 体 外 培养 和 鉴定 


方差 齐 性 检验 ,检验 水 准 为 0.1, 多 组 正 态 资料 比较 采用 
One-Way ANOVA, ,组 间 多 重 比 较 采 用 Bonferroni 法 ( 方 
差 齐 ) 或 Tambane's T2 法 (方差 不 齐 ); 多 组 非 正 态 分 布 
计量 资料 用 Kruskal-Wallis 秩 和 检验 ,统一 双 侧 假设 检 
验 ,P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 FLS 胞 体外 培养 和 鉴定 

RA 膝 关节 来 源 的 FLS 体 外 培养 呈现 长 梭 形 “ 涡 旋 
状 ”、 贴 辟 优 势 生长 (图 1A~C)。 应 用 第 4~5 代 FLS 进 行 
免疫 组 化 鉴定 显示 :细胞 因 表达 Vimentin 使 其 胞 质 呈 棕 
黄色 染色 ,CD68 染 色 呈 阴性 (图 1D~F)。 


Fig.1 In vitro culture and identification of fibroblast-like synoviocytes (FLS) from patients with rheumatic arthritis 
(RA). A: Primary FLS (Original magnification: x100); B: Fourth passage of FLS (x100); C: Fourth passage of FLS (x200); 
D, E: Identification of FLS by immunohistochemistry for vimentin and CD68, respectively; F: Identification of FLS by 


immunohistochemistry with PBS. 


2.2 IL-22 促 进 FLS 增 殖 呈 剂量 浓度 依赖 趋势 

应 用 不 同 浓度 IL-22 干 预 FLS 24.48.72 hJa ,MTT 
法 检测 细胞 增殖 结果 ( 表 1) :在 不 同 干预 时 间 组 ,FLS 增 
和 殖 的 整体 水 平 差 异 均 具 有 统计 学 意义 (FE=12.81,17.36， 
14.16;P<0.001)。 进 一 步 组 间 多 重 比较 分 析 显 示 FET 


表 1 IL-22 促 进 RA-FLS 的 增殖 


i124 h #48 h ZH, 1 ng/mL 了 IL-22 干 预 与 对 照 组 相 比 
细胞 增殖 无 显著 差异 外 (P=0.21,0.05) ,其它 浓 度 干 预 组 
FLS 的 增殖 均 较 对 照 组 呈 梯 度 增高 变化 ,差异 具有 统计 学 
意义 (P<0.05); 在 干预 72 h 组 ,不 同 浓度 IL-22 干 预 FLS 
增殖 均 呈 浓度 梯度 变化 趋势 (P<0.05)。 


Tab.1 Effect of different concentrations of IL-22 on FLS proliferation (Mean+SD) 


IL-22 (ng/mL) 


Group F P 

0 1 10 50 100 
24h 0.15+0.03 0.19+0.03 0.21+0.01* 0.23+0.03** 0.27+0.03*** 12.81 <0.001 
48h 0.17+0.03 0.21+0.01 0.24+0.04* 0.28+0.04** 0.27+0.04** 17.36 <0.001 
72h 0.17+0.01 0.20+0.02* 0.27+0.05* 0.31+0.06** 0.31+0.06** 14.16 <0.001 


Compared with 0 ng/mL IL-22 group; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 
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2.3 IL-22 通 过 STAT3 有 蛋白 磷酸 化 促进 FLS 增 殖 

应 用 50 ng/mL IL-22 F fil FLS 不 同时 间 后 ， 
Western blot 检 测 STAT3 总 蛋白 及 其 磷酸 化 蛋白 表达 的 
结果 显示 : 随 着 干预 时 间 的 延长 ,STAT3 磷酸 化 蛋白 表 
达 呈 增加 的 变化 趋势 ,而 STAT3 总 蛋白 及 内 参 甘 油 醛 - 
3- 爸 酸 脱 氧 酶 (GAPDH) 和 蛋白 未 见 明显 变化 (图 2)。 进 
一 步 蛋 白 半 定量 分 析 结 果 显 示 ( 表 2): 随 着 干预 时 间 的 


延长 ,STAT3 总 蛋白 表达 相对 灰 度 值 (STAT3/GAPDH) 
的 整体 水 平 差异 无 统计 学 意义 (7=4.87;P=0.68), 但 是 
其 磷酸 化 蛋白 表达 相对 灰 度 值 p-STAT3/STAT3 ) 的 整 
体 水 平 差异 具有 统计 学 意义 (F=4918.43;P<0.001); 进 
一 步 组 间 多 重 比较 结果 显示 :IL-22 干预 不 同时 间 点 
STAT3 磷酸 化 蛋白 相对 表达 量 较 基 线 0h 均 显著 升 高 ， 
日 差异 具有 统计 学 意义 (P<0.001)。 


IL-22 (50 ng/mL) 


图 2 IL-223tF LS STAT3 总 蛋白 及 其 磷酸 化 蛋白 表达 的 影响 
Fig.2 Effect of IL-22 on expressions of total and phosphorylated STATS proteins in FLS. 


表 2 IL-22 对 FLS STAT3、ERK1/2 和 P38 总 蛋白 及 其 磷酸 化 蛋白 表达 的 影响 
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Tab.2 Effect of IL-22 on expressions of STAT3, ERK1/2, P38 and their phosphorylated proteins in FLS (Mean+SD) 


Group p-STAT3 t-STAT3 p-ERK1/2 t-ERK1/2 p-P38 t-P38 

Oh 0.89+40.03 0.0440.00 1.00+0.01 0.21+0.01 0.99+0.01 0.89+0.03 
0.25 h’ 0.91+0.07 0.11+0.00*** 1.00+0.02 0.23+0.01 1.04+0.03 0.92+0.06 
0.5 h” 0.91+0.12 0.15+0.00*** 1.01+0.02 0.23+0.02 1.03+0.05 0.94+0.09 
Lh’ 0.88+0.03 0.16+0.01*** 1.01+0.02 0.21+0.01 1.00+0.00 0.91+0.03 
15h’ 0.94+0.06 0.22+0.00*** 1.01+0.01 0.22+0.02 1.00+0.01 0.94+0.07 
2h’ 0.95+0.07 0.26+0.00*** 1.00+0.00 0.23+0.00 1.00+0.01 0.93+40.07 
4h’ 0.90+0.06 0.30+40.00*** 1.00+0.01 0.23+0.03 1.02+0.04 0.90+0.04 
8h” 0.91+0.10 0.36+0.00*** 1.01+0.01 0.23+0.02 1.05+0.04 0.93+0.09 
CIF 4.87 4918.43 6.98 9.24 10.06 0.24 

P 0.68 <0.001 0.43 0.24 0.19 0.97 


“Compared with 0 h group; p-, phosphorylated protein; t-, total protein; ***P<0.001. 


2.4 IL-22 促 进 FLS 增 殖 不 依赖 ERK1/2 和 P38 蛋白 磷 
酸化 

应 用 50 ng/mL IL-22 $i FLS 不同 时间 后 ,Western 
blot 检 测 ERK1/2 和 P38 总 蛋白 及 其 磷酸 化 蛋白 表达 的 
结果 显示 :在 不 同 的 干预 时 间 ,ERK1/2 和 P38 的 总 重 
白 \ 磷 酸化 蛋白 以 及 内 参 GAPDH 和 蛋白 均 未 见 明显 变化 
差异 (图 3)。 进 一 步 蛋 白 半 定量 分 析 结 果 显 示 ( 表 2): 随 
着 干预 时 间 的 延长 ,ERK1/2 总 蛋白 表达 相对 灰 度 值 
(ERK1/2/GAPDH) ERK1/2 磷酸 化 蛋白 表达 相对 灰 度 


{Ei (p- ERK1/2/ERK1/2) .P38 总 蛋白 表达 相对 灰 度 值 
(P38/GAPDH) 以 及 P38 磷酸 化 和 蛋白 表达 相对 灰 度 值 
(p-P38/P38) 的 整体 水 平 差异 均 无 统计 学 意义 。 
2.5 阻 断 STAT3 磷酸 化 能 够 抑制 FLS 的 增殖 

联合 应 用 50 ng/mL IL-22 和 100 pmol/L AG490 F 
预 FLS 24.48.72 h 后 ,MTT 增 殖 结果 显示 ( 表 3) :在 不 
同 干预 时 间 组 ,FLS 增 殖 的 整体 水 平 差 异 均 具 有 统计 学 
意义 (F=47.20,58.04,32.90; P<0.001 ) ; 50 ng/mL IL-22 4} 
别 干预 FLS 不 同时 间 后 ,细胞 增殖 程度 与 空白 对 照 组 相 


201801.00597v1 


chinaXiv 


+ 1574 ， 


J South Med Univ, 2017, 37(12): 1570-1576 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


http://www.j-smu.com 


IL-22 (50 ng/mL) 


Oh 0.25 h 0.5h 


lh 


15h 2h 4h 8h 


DS Ress omenaa: ARRAY omeo SSO RR ES eD 


3 IL-22 对 FLS ERK1/2 和 P38 总 蛋白 及 其 磷酸 化 蛋白 表达 的 影响 
Fig.3 Effect of IL-22 on expressions of ERK1/2, P38 and their phosphorylated proteins in FLS. 


表 3 AG490 抑 制 工 -22 促 进 的 FLS 增 殖 


Tab.3 AG490 inhibited the proliferation of FLS induced by IL-22 (Mean+SD) 


Group Control 50 ng/mL IL-22* 50 ng/mL IL-22+AG490* AG490 F P 

24h 0.16+0.03 0.22+0.03** 0.10£0.01*** 0.06+0.03*** 47.20 <0.001 
48h 0.19+0.02 0.29+0.48** 0.10£0.02*** 0.09+0.04*** 58.04 <0.001 
72h 0.21+0.03 0.3040.05** 0.10+0.05*** 0.09+40.05*** 32.90 <0.001 


“Compared with control group; “compared with IL-22 group; **P<0.01, ***P<0.001. 


比 均 显著 升 高 ,差异 均 具 有 统计 学 意义 (P=0.001,0.008， 
0.005); 联 合 50 ng/mL IL-22 和 100 pmol/L AG490 干 预 
FLS 不 同时 间 后 ,细胞 增殖 程度 较 单 用 工 -22 干 预 均 显著 
降低 (P<0.01); 此 外 , 单 用 100 pmol/L AG490 干 预 FLS 
培养 24.48、72h 后 ,细胞 增殖 程度 与 空白 对 照 组 相 比 亦 
均 显 车 降低 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.01)。 


3 讨论 

关节 滑 膜 组 织 是 RA 主要 的 炎症 部 位 ,FLS 的 过 度 
增殖 使 其 通过 类 肿瘤 细胞 样 方式 侵蚀 组 织 , 是 RA 滑 膜 
炎 及 最 终 导 致 骨 破坏 的 重要 机 制 光 25。 通过 自分 泌 或 其 
它 免疫 细胞 分 泌 多 种 细胞 因子 和 生长 趋 化 因子 (如 
TNFa. IL-1 IL-17 IL-22 TGF-B 等 ) 的 方式 ,FLS 实 现 自 
身 的 过 度 增 殖 活化 ,并 迁移 至 关节 效应 部 位 发 挥 重要 
生物 学 作用 " 岂 。 本 研究 FLS 体外 培养 显示 :细胞 呈现 
长 梭 形 ” 涡 旋 状 ” 贴 壁 优 势 生 长 ,第 4-5 代 FLS 表达 
Vimentin 和 蛋白。 基于 上 述 FLS 在 RA 发 病 中 的 重要 机 
制 ,本 研究 进一步 以 FLS 为 干预 靶 细 胞 进行 了 上 游 RA 
免疫 调控 机 制 的 探讨 。 

IL-22 主要 由 CD4'T 细 胞 .自然 杀伤 T 细 胞 .先天 淋 
巴 细胞 以 及 TH22 ZH PERE ,并 作用 于 角质 形 
成 细胞 、 上 皮 细 胞 , 肝 细 胞 以 及 成 纤维 细胞 等 多 种 细胞 


类 型 ,通过 促进 自然 免疫 ,减少 组 织 损伤 ,加 速 再 生 等 发 
挥 相关 生 物 学 功能 5”。 既 往 研 究 发 现 , 工 -22 缺 陷 小 鼠 对 
胶原 诱导 关节 炎 的 发 生 率 及 关节 血管 矣 明显 下 降 , 量 低 
表达 TNFou JIL-6JIL-1B 和 基质 金属 蛋白 酶 “。 同 时 有 研 
究 报 道 同 种 异体 间 充 质 干细胞 移植 能 够 通过 减少 IL-22 
的 表达 抑制 基质 金属 蛋白 酶 3 的 表达 ,进而 改善 大 鼠 关 
节 炎 症 所 。 此 外 在 人 体 研 究 的 系统 分 析 发 现 与 骨 关节 
患者 相 比 , 开 -22 的 表达 在 银 悄 病 关节 炎 和 RA 患者 的 
滑 液 中 均 显 著 升 高 闻 。 鉴 于 IL-22 受 体 在 RA 滑 膜 组 织 
衬里 层 和 衬里 下 层 的 vimentin(+)FLS 中 高 表达 ", 那 
么 , 工 -22 是 和 否 直接 参与 了 RA-FLS 的 病理 过 程 ”本 研究 
应 用 不 同 浓度 IL-22 干 预 RA 离 体 FLS, 结 果 发 现 IL-22 
能 够 促进 FLS 的 增殖 ,日 其 促 增 殖 效应 呈现 一 定 的 IL-22 
浓度 梯度 趋势 。 上 述 研究 结果 从 另外 一 个 角度 验证 了 
本 课题 组 既往 的 研究 发 现 , 即 RA 患者 离 体 自然 杀伤 细 
胞 亚 群 NKp44 细 胞 能 够 表达 IL-22 和 TNFa, 量 其 细胞 
上 清 液 能 在 一 定 程度 促进 FLS 增 殖 *。 

RA-FLS 参 与 免疫 活化 及 功能 依赖 特定 相关 信号 
通路 的 激活 ,包括 : 丝 裂 原 活化 和 蛋白 激酶 途径 ,如 JNK/ 
ERK/P38 在 RA 滑 膜 中 磷酸 化 水 平 更 高 ,能 够 参与 细胞 
的 增殖 炎症 因子 及 基质 金属 蛋白 酶 的 合成 分 刻写 ;JAK 
激酶 /STAT 途径 ,其 中 作为 多 种 细胞 因子 的 共同 途径 ， 
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STAT3 是 细胞 存活 、 增 殖 和 分 化 的 重要 信号 通路 *， 
STAT3 负 突变 体 研究 亦 证 明 其 是 FLS 存活 的 重要 胞 内 
信和 号; 脾 酷 氨 酸 激 酶 途径 ,其 不 仅 调节 多 种 T/B 免疫 
细胞 受 体 信号 ,同时 在 FLS 活 化 及 IL-6 分 泌 过 程 中 具有 
重要 作用 ”; 核 因子 kB 途径 ,在 炎症 因子 外 -1 或 TNFo 刺 
激 下 ,FLS 通 过 活化 上 述 信号 通路 促进 卫 -6IL-8、 基 质 金 
属 蛋 白 酶 以 及 细胞 间 烙 附 分 子 -1 的 转录 表达 ””。 可 见 ， 
不 同 信号 通路 的 激活 不 仅 依赖 特定 的 刺激 信号 ,同时 其 
所 发 挥 的 生物 学 效应 亦 存在 较 大 的 差异 。 那 么 在 本 研 
JEEP IL-22 所 促进 的 FLS 增 殖 的 相关 信和 号 通路 机 制 是 
什么 ? 

既往 研究 发 现 RA 患 者 NK-22 细胞 上 清 液 能 够 分 泌 
IL-22 并 上 调 FLS STAT3 mRNA 和 Pp-STAT3 HRK”, 
IL-22 能够 通过 STAT3 磷酸 化 保护 硝 普 钠 诱导 的 FLS 
凋 亡 下。 由 于 STAT3 mRNA 的 高 表达 更 可 能 提示 
STAT3 总 蛋白 的 表达 差异 ,那么 代 -22 究 竞 是 通过 影响 
STAT3 总 蛋白 表达 还 是 其 磷酸 化 蛋白 的 表达 而 发 挥 生 
物 学 功能 ? 此 外 ,缺乏 外 源 性 RANKL 时 ,IL-22 预 处 理 
的 RA-FLS 能 够 促进 单 核 细胞 分 化 为 破 骨 细胞 ,但 该 过 
程 能 够 被 p38 MAPK/NF-kB 或 JAK2/STAT3 信 号 通路 
阻 断 剂 所 抑制 中。 那么 ,IL-22 促进 FLS 的 增殖 过 程 是 
否 同时 也 存在 其 他 信和 号 通路 途径 的 参与 ? 为 此 ,本 研究 
MEH Western blot 方 法 分 析 50 ng/mL IL-22 干 预 FLS 后 
STAT3 ERK1/2.P38 总 蛋白 及 其 磷酸 化 蛋白 的 表达 , 结 
果 显 示 :IL-22 在 不 同 的 时 间 点 均 能 够 促进 FLS 中 
STAT3 和 蛋白 的 磷酸 化 水 平 , 且 呈 现 一 定 的 时 间 延 长 效应 
趋势 ,但 开 -22 干 预后 的 STAT3 总 蛋白 .ERK1/2 总 蛋白 
和 磷酸 化 蛋白 了 38 总 蛋白 和 磷酸 化 蛋白 水 平均 未 见 明显 
表达 差异 。 在 此 基础 上 ,进一步 应 用 100 pmol/L AG490 
阻 断 STAT3 蛋白 磷酸 化 后 ,50 ng/mL IL-22 所 促进 的 
FLS 增 殖 水 平 较 对 照 组 出 现 了 显著 降低 ,差异 具有 统计 
学 意义 ,提示 工 -22 促 进 FLS 的 增殖 依赖 STAT3 蛋白 的 
磷酸 化 。 

综 上 所 述 ,本 研究 发 现 IL-22 能 够 以 浓度 依赖 方式 
促进 RA-FLS 的 增殖 ,上 且 该 增殖 过 程 是 由 STAT3 蛋白 磷 
酸化 所 介 导 的 信号 通路 激活 而 实现 ,同时 我 们 亦 发 现 
LIL-22 对 FLS 的 ERK1/2 和 P38 和 蛋白 及 其 磷酸 化 蛋白 的 
表达 无 明显 作用 。 今 后 继续 深入 探讨 RA 中 高 表达 的 
IL-22 与 FLS 及 其 他 免疫 细胞 之 间 的 相互 作用 机 制 , 对 
进一步 揭示 RA 的 发 病 机 制 以 及 相关 靶 向 药物 的 研发 
具有 重要 的 理论 意义 和 临床 价值 。 
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